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内皮細胞間接着は、adherence junction と tight junction という 2つのタイプの結合装置により構
成されている(Fig. 1 A)(2, 3)。Adherence junctionは内皮細胞間接着の初期形成、成熟および維持











とで、細胞間接着の形成に貢献する(Fig. 1 B)。さらに VE-cadherin は細胞内領域において
α/β-catenin を介してアクチン繊維と結合することから、VE-cadherin 接着の制御にアクチン繊維が
大きく関与する(Fig. 1 B)(2)。 
 
(Elisabetta Dejana., Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 2004)














Figure 1. (A) Endothelial cells have two specialized junctional domains, tight junctions and 
adherens junctions, involved in cell-cell adhesion. Adhesion molecules in tight junctions and 
adherens junctions are shown. See details in (3). (B) Structure of VE-cadherin. VE-cadherin is 
connected to actin fibers though catenins. 
 
VE-cadherin 接着は、様々なシグナルによって正・負の調節を受け、それにより内皮細胞間接着
および血管のバリア機能がダイナミックに制御される(Fig. 2)(2)。例えば thrombinや histamineなど
の炎症性メディエーターが負の制御因子として働き、細胞内を横断するアクチン繊維(stress fiber)
の形成を介して内皮細胞の収縮を惹起することで VE-cadherin 接着を破壊し、血管透過性を上昇

























Thrombin, Histamine, Lipopolyssacalide, VEGF 
(Vascular endothelial growth factor), etc.





Figure 2. Regulation of vascular permeability by the factors that enhance or decrease endothelial 
barrier function. 
 

























ンパク質である。Non-muscle myosin II(以下、単に myosin II と呼ぶ)は、筋細胞を含めたすべての
細胞に存在し、細胞-基質間接着、細胞移動、細胞の形態変化などさまざまな細胞機能において
重要な役割を担っている(20)。Myosin IIは 2本ずつの重鎖、必須軽鎖、調節軽鎖の 6サブユニッ
トから構成され、調節軽鎖(regulatory light chain; RLC)の Ser19 もしくは Thr18/Ser19がリン酸化を
受けると(アクチン存在下で)Mg2+-ATPアーゼ活性が上昇するとともに、双極性のmyosin IIフィラメ
ントが形成されアクチン繊維に張力が生じる(21)。脊椎動物には 3種類のmyosin II重鎖アイソフォ








って Rap1が上皮細胞において myosin IIBの細胞間接着部位への局在化を制御し、その myosin 
IIB が上皮細胞の細胞間接着部位におけるアクチン繊維の形成を制御することで、E-cadherin を
介した細胞-細胞間接着の安定化に関与することが示された(27)。また、Abraham らによって内皮






















第二章  実験方法 
 
2-1. 試薬・抗体 
用いた試薬および購入先は以下のとおりである。Forskolin および latrunculin A は Calbiochem
から、8-pCPT-2’-O-methyl-cAMP (以下 007 と呼ぶ)は Tocris Bioscienceから、 N6-benzoyl-cAMP 
(6-Bnz)は Biolog Life Science Institute から、(R)-(+)-trans-N-(4-pyridyl)-4-(1-aminoethyl)-cyclohe 
xanecarboxamide・2HCl・H2O(Y27632)は和光純薬工業から、(-)-blebbistatin は Sigma-Aldrich か
ら 、細胞外毒素 C3 トランスフェラーゼ(C3 toxin)はCytoskeletonから、Cellmatrix type  ICは新田
ゼラチンから購入した。用いた抗体および購入先は以下のとおりである。マウス抗
cadherin-5(VE-cadherin)抗体および抗 Cdc42抗体は BD Biosciencesから、抗 Rap1抗体は Santa 
Cruz Biotechnologyから、抗 FGD5抗体(免疫染色用。#HPA019191)、抗-アクチン抗体および抗
FLAG(M2)抗体は Sigma-Aldrich から、ウサギ抗 VE-cadherin 抗体、抗 myosin II 重鎖
A(MHC-IIA)抗体、抗myosin II重鎖 B(MHC-IIB)抗体、抗リン酸化myosin軽鎖(Ser19)(pRLC)抗
体および抗リン酸化myosin軽鎖(Thr18/Ser19)(ppRLC)抗体は Cell Signaling Technologyから、抗
MRCKα抗体は Abcamから、抗MRCK抗体はかずさ DNA研究所から、抗 FGD5抗体(ウエスタ
ンブロット用)はAbnovaから、rhodamine-phalloidin、Alexa 488標識ヤギ抗マウスまたはウサギ免疫
グロブリンG(immunoglobulin G; IgG)、Alexa 633標識ヤギ抗マウス IgGは Invitrogenから、西洋ワ
サビペルオキシダーゼ(horseradish peroxidase; HRP)標識抗マウスまたはウサギ IgG 抗体は GE 
Healthcareから購入した。 
 
2-2. 細胞培養・トランスフェクション・small interfering RNA(siRNA)を用いたタンパク質発現抑制 
HUVECは Kuraboから購入し、Fukuhara et al., 2008 (29) に記載されているとおりに培養した。
実験は継代 7回までの細胞を使用した。293T細胞は 10%牛胎児血清(fetal bovine serum; FBS)
および抗生剤(100 g/mL streptomycin、100 Unit/mL penicillin)を添加した Dulbecco’s modified 




のとおりである。MHC-IIAおよびMHC-IIBに対する siRNA(#1: HSS106870 and HSS106873, #2: 
HSS106872 and HSS106875), Cdc42 siRNA(#1: HSS101666, #2: HSS190761, #3: HSS190760)、
FGD5(#1: HSS135807, #2: HSS135806)およびそれらに対するネガティブコントロール siRNA(Cat. 
No. 12935-200)は Invitrogen から、Rap1A および Rap1B に対する siRNA(#1: J-003623-06-0005 
and J-010364-07-0005)(30)およびそれに対するネガティブコントロール siRNA(D-001810-10-05)は
Dharmacon から、MRCK siRNA(5’-CGAGAAGACUUUGAAAUAA-3’)(31)およびそれに対する
ネガティブコントロール siRNA(SCI-001)は Sigma-Aldrichから購入した。HUVECへの siRNAのト
ランスフェクションは lipofectamine RNAi MAX reagent(Invitrogen)を用いた。siRNAを導入24時間
または 48 時間後にコンフルエントとなるように播種し直し、さらに 24 時間培養した後、それぞれの
実験を行った。 
 GFP、MRCKβ-GFP、MRCKβ H1593/1596A-GFP、Cdc42 または FGD5 を安定発現する
HUVECsは piggyBac トランスポゾンシステムを利用し、樹立した(32, 33)。継代 5回目の HUVECs 
に piggyBack transposase をコードするプラスミドとともに目的遺伝子の下流に internal ribosomal 
entry site(IRES)を挟んで blasticidin 耐性遺伝子をコードするプラスミドを導入し、6 μg/ml 






ニングサイトに挿入することで、C末端側に緑色蛍光蛋白質(green fluorescent protein; GFP)を付加
した M R C K （M R C Kb -G FP ）をコードする p E G FP -N 1 -M R C Kを作成した。さらに
pEGFP-N1-MRCKを鋳型とし、Site-directed mutagenesis kit(Stratagene)を用いて、His1593,1596
を Ala に置換した点変異体（MRCK H1593/1596A-GFP）をコードする pEGFP-N1-MRCK 
7
  
H1593/1596A を作成した。FGD5 をコードするプラスミドは、242-1462 番目のアミノ酸をコードする
プラスミドをかずさ DNA 研究所から購入し、このプラスミドから制限酵素処理により FGD5 
cDNA(242-1462aa)を切り出し、pEGFP-C1ベクター(Clontech)のマルチクローニングサイトに挿入し
たのち、PCR で増幅した FGD5 の N 末端領域(1-241aa)を GFP と FGD5(242-1462aa)の間に組み
込み作成した。pEGFP-C1-Cdc42または pmCherry-Cdc42は、pCXN2-Cdc42を鋳型として PCR法
により増幅したCdc42を pEGFP-C1または pmCherry-C1ベクター(Clontech)に組み込み作成した。
siRNAによる発現抑制を受けないMRCK-GFP, MRCK H1593/1596A-GFP, Cdc42または FGD5
をコードする cDNAは QuickChange Site-directed mutagenesis kitを用いて作成し、pPBbsr vector
にサブクローニングした (32,  33)。pPBbsr  vector  とともに pERed-NLS-FLAG-Cdc42 
WT/G12V/T17N, -RhoA WT/Q63L, -Rac WT/G12V, Ras and interacting protein chimeric unit 
(Raichu)-RhoA(33)および RaichuEV-Cdc42(34)プラスミドは松田道行先生(京都大学大学院 医学
研究科)より供与して頂いた。pERed-NLS-FLAG ベクターは FLAG タグと、IRES を挟んで nuclear 




細胞免疫染色は Noda et al., 2010(20)と同様に行った。具体的には Cellmatrix type ICを用いて
コラーゲンコートしたガラスディッシュ(Asahi Techno Glass)に単層培養した HUVEC を 0.5% 牛血
清アルブミン(bovine serum albumin; BSA)(GIBCO、Cat. No. 11020-39)を含んだ medium 
199(Invitrogen)に置換し、4時間飢餓培養した後、溶媒もしくは 10 μM forskolin, 1 mM 007 または
0.5 mM 6-Bnz を用いて 20 分間刺激した。刺激後、2％ ホルムアルデヒドを含むリン酸緩衝液
(phosphate-buffered saline; PBS)を用いて固定した(4℃、30分間)。抗Cdc42抗体を使用するときの
み 10% トリクロロ酢酸を含む蒸留水を用いて固定した(4℃、15 分間)。引き続き、0.05％ Triton 
X-100を含む PBSを用いて細胞膜を可溶化後(4℃、30分間)、4％ BSA(Sigma-Aldrich、Cat. No. 





ム(CoolLED)および冷却 CCD カメラ(Cool-SNAP-HQ)(Roper Scientific)を備えた Olympus IX-81
倒立蛍光顕微鏡もしくは 60倍油浸対物レンズを備えた FluoView FV1000共焦点顕微鏡を用いて
取得した。細胞間接着部位のアクチン繊維(rhodamine)、pRLC(Alexa 488)または FGD5(Alexa 
488)由来の蛍光強度の定量は MetaMorph software(Molecular Devices)を利用し解析した。具体
的には、取得した画像にランダムな直線を引き、その直線に対し3ピクセル幅の平均蛍光強度を測
定した。細胞間接着部位を横切る直線で、VE-cadherin(Alexa 633)の蛍光強度がピークとなる点を
細胞間接着部位 (ce l l -cel l  con tac t )とし、同じ点のアクチン繊維、pRLC または FGD5 
の蛍光強度の値をそれぞれの細胞間接着部位の値とした。 
 
2-5. GTP結合型 Rap1または RhoAの検出 
コラーゲンコートした 60 mmディッシュに単層培養した HUVECを 0.5% BSAを含んだ medium 
199 に置換し、4 時間飢餓培養した。その後、GTP 結合型 Rap1 の検出時には溶媒、10 μM 
forskolin、 1 mM 007または 0.5 mM 6-Bnzを用いて 10分間刺激した。またGTP結合型 RhoAの
検出時には溶媒または 10 μM forskolin を用いて 20 分間刺激した。刺激後、可溶化液(50 mM 
Tris-HCl, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1% Triton X-100, 0.1% sodium dodecyl sulfate(SDS), 
0.5% sodium deoxycholate, 1 mM dithiothreitol, 25 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 1×protease inhibitor 
cocktail(Rhoche Applied Science, Indianapolis, IN), pH 7.5)を添加し、細胞を可溶化した。可溶化
液を回収しボルテックスした後、15,000 rpm、4℃にて 15分間遠心した。上清の一部を total cellular 
lysate(TCL)として等量ずつ回収した。残りの上清に GTP 結合型 Rap1 の検出時には RalGDS の
Rap1結合ドメインとグルタチオンS-トランスフェラーゼ(glutathione S-transferase; GST)、またGTP結
合型 RhoAの検出時には rhotekinの Rho結合ドメインと GSTの融合タンパク質が結合したグルタ




ビーズを 3 回洗浄した。その後、適量の 3×SDS バッファー(187.5 mM Tris-HCl, 6% SDS, 30% 
glycerol, 9% 2-mercaptoethanol, 0.003% bromophenol blue, pH 6.7)を加え、98℃で4分間熱処理し
てウエスタンブロット解析用のサンプルとした。同様に TCLにも 3×SDSバッファーを加え、98℃で 4
分間熱処理してウエスタンブロット解析用のサンプルとした。 
 
2-6. 蛍光ライブイメージング  
蛍光共鳴エネルギー転移(fluorescence resonance energy transfer; FRET)の原理に基づいて開
発された RhoA バイオセンサーRaichu-RhoA または Cdc42 バイオセンサーRaichuEV-Cdc42 を用
いて、生細胞における RhoA または Cdc42活性の可視化を Sakurai et al., 2006(35) と同様に行っ
た。具体的には Raichu-RhoAまたは RaichuEV-Cdc42をコードする DNAプラスミドをHUVECにト
ランスフェクションし、8 時間後コンフルエントとなるように播種し直した。翌日、0.5% BSA を含んだ
medium 199(フェノールレッド不含)に置換し 1時間飢餓培養した後、Olympus IX-81倒立蛍光顕
微鏡を用いて 2分間隔で撮影し、溶媒、10 μM forskolinまたは 1mM 007添加前後の FRET効率
の変化をモニタリングした。画像は保温装置(Tokai Hit)を用いて 37℃、5% CO2存在下で培養しな
がら取得した。取得した yellow fluorescent protein(YFP)もしくは cyan fluorescent protein(CFP)画像
から、MetaMorph softwareを用いてバックグラウンドを除いた後、FRET効率(YFP蛍光/CFP蛍光)
を解析した。その後、forskolin 刺激時の FRET 効率の値を対応する時間の溶媒処理時の FRET
効率の値で割り、補正した後 ratio とした(ratio=(刺激薬処理時の FRET 効率)/(溶媒処理時の
FRET効率))。 
GFP融合タンパク質のイメージングも同様に、0.5% BSA を含んだ medium 199(フェノールレッド
不含)に置換し飢餓培養した後、Olympus IX-81 倒立蛍光顕微鏡を用いて行った。画像は保温装
置(Tokai Hit)を用いて 37℃、5% CO2存在下で培養しながら取得した。 
 
2-7. 免疫沈降法  
図にそれぞれ示したプラスミドを 293T 細胞にトランスフェクションし、48 時間後に可溶化液(20 
10
  
mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol, 
1 mM Na3VO4, 1×protease inhibitor cocktail(Rhoche Applied Science, Indianapolis, IN), pH 7.5)を
添加し、細胞を可溶化した。可溶化液を回収しボルテックスした後、15,000 rpm、4℃にて 15 分間
遠心した。上清を TCL として等量ずつ回収した後、残りの上清に抗 FLAG 抗体を添加し、ローテ
ーターを用いて 4℃で 3時間攪拌した。その後、プロテインG結合セファロース 4Bビーズを添加し、
さらに 1時間攪拌した。攪拌後、8,000 rpmで 1分間遠心し、上清を除いた。可溶化液を用いてビ
ーズを 3回洗浄した後、適量の 3×SDSバッファー(187.5 mM Tris-HCl, 6% SDS, 30% glycerol, 9% 
2-mercaptoethanol, 0.003% bromophenol blue, pH 6.7)を加え、98℃で 7分間熱処理してウエスタン




解析はFluoView FV1000を用いてNoda et al., 2010(20)と同様に行った。具体的にはVE-cadhe 
rin-GFPをコードしたプラスミドを導入したHUVECsを0.5% BSAを含んだmedium 199に置換し飢餓




用いてone-phase exponentia l  associat ion へ適合させ、蛍光強度の回復を計算した。 
 
2-9. ECISによるインピーダンスの測定 
ECIS-zθ (Applied Biophysics)を用いた血管内皮細胞バリアの評価は Lo et al., 1999(36)および
Pannekoek et al., 2011(37)と同様に行った。具体的にはコラーゲンコートしたプレート(8W10E)に 





蛍光色素を用いた HUVECsの細胞間隙の透過性の測定は Fukuhara et al., 2005(10)と同様に
行った。具体的にはコラーゲンコートしたトランスウェル  ユニットの上層チャンバー(6.5-mm 
diameter, 3.0-m-pore-size polycarbonate filter; Corning Costar Corporation, Cambridge, MA)に
10
5個の HUVECs を播種し、3日間培養した。その後、溶媒または 20 μM blebbistatinを用いて 4
時間処理したのち、溶媒または 10 μM forskolinを用いて 30分間刺激した。MRCKの発現抑制時
には、HUVECsに siRNAを導入した 24時間後に上層チャンバーに播種し直した。さらに 24時間
培養したのち、溶媒または 10 μM forskolinを用いて 30分間刺激した。その後、上層チャンバーの
培地を 1 mg/ml FITC標識デキストラン(分子量 3,000)を含む培地に置換し、30分後に下層のチャ
ンバーに移行した FITC標識デキストラン量を蛍光分光光度計(Hitachi)を用いて測定した。 
 
2-11. 統計  
実験結果は平均値±標準誤差(S.E.M.)で示した。有意差検定には 2 群間の比較には Student’s 














第三章  実験結果 
 
3-1. Myosin IIが cAMP-Epac-Rap1による CAB形成に必要である。 
培養内皮細胞HUVECをコラーゲンコートしたガラスディッシュに播種すると、細胞内を横断する
アクチン繊維(stress fiber)が発達し、断片的な VE-cadherin接着となり、弱い内皮細胞間接着が形
成される(Fig. 3 A左)。一方、adenylyl cyclaseの活性化を介して cAMP産生を亢進させる forskolin
刺激を行うと、バリアの減弱を引き起こす stress fiberが消失するとともに細胞間接着部位に並走す
るアクチン繊維(CAB)が発達する(Fig. 3 A右)。まず cAMP-Epac-Rap1による内皮細胞間接着部位
におけるアクチン繊維(CAB)の形成に対する myosin II の関与を明らかにするため、Rap1 による
CAB形成時にmyosin IIが活性化されるか調べた。Myosin IIはその調節軽鎖の Ser19のリン酸化
により活性化されることから(21)、myosin II の活性化の指標として調節軽鎖の Ser19 のリン酸化部
位を免疫染色法により調べた(以後、myosin IIを構成する調節軽鎖を単に調節軽鎖と呼ぶ)。調節
軽鎖の Ser19 のリン酸化を観察すると、非刺激下では調節軽鎖の Ser19 のリン酸化は細胞内を横
断する stress fiber上に観察されるが(Fig. 3 E. 片括弧)、細胞間接着部位のアクチン繊維は細く、
調節軽鎖の Ser19 のリン酸化も観察できなかった(Fig. 3 E. 矢頭)。しかし、forskolin 刺激または
Epac特異的活性化剤である 007刺激により、stress fiberが消失する一方で、細胞間接着部位に 
CABが形成され、CAB上に調節軽鎖の Ser19のリン酸化が観察された(Fig. 3 B-E. 3 E矢頭)。 
一方、cAMPは Epacに加え protein kinase Aの活性化も惹起するが、protein kinase Aの活性化剤
である 6-Bnz刺激により、protein kinase Aの活性化の指標である CREBの Ser133のリン酸化の亢
進が認められるものの、stress fiberの消失および CABの発達は見られず、調節軽鎖の Ser19のリ
ン酸化にも変動が認められなかった(Fig. 3 B-E.)。さらに Rap1の関与を調べるため siRNAによる
Rap1 の発現抑制を行ったところ、Rap1 の発現抑制により forskolin および 007 刺激による stress 
fiberの消失および CABの発達が阻害されると共に、細胞間接着部位での調節軽鎖の Ser19のリ
ン酸化も観察されなかった(Fig. 3 F, G)。これらの結果から、cAMP-Epac-Rap1は stress fiberを消失












































































































































Figure 3. Rap1 induces phosphorylation of RLC and formation of CAB at cell-cell contacts. 
(A) Monolayer-cultured HUVECs plated on collagen-coated dish were stimulated with vehicle 
(Control) or 10 μM forskolin (FSK) for 20 min, and immunostained with anti-VE-cadherin antibody 
and stained with rhodamine-phalloidin (F-actin). VE-cadherin and F-actin images, the merged 
images (VE-cadherin: green, F-actin: red), and the bright field (BF) images are shown. (B) Levels of 
GTP-bound form of Rap1 (GTP-Rap1), total Rap1 (Rap1), phosphorylated CREB (pCREB) and 
total CREB (CREB) in the HUVECs stimulated with vehicle (Control), 10 μM forskolin, 1 mM 007 
or 0.5 mM 6-Bnz. (The cells were stimulated with forskolin, 007 and 6-Bnz at these concentrations 
for 20 min throughout the following experiments unless otherwise indicated.) (C, D) Levels of 
GTP-Rap1 (C) and pCREB (D) observed in B were quantified. Values are expressed as a percentage 
relative to that observed in the cells stimulated with vehicle (Control), and shown as mean ± s.e.m. 
from 10 independent experiments. (E) HUVECs were simulated with vehicle (Control), forskolin, 
007 or 6-Bnz, and stained with rhodamine-phalloidin (F-actin) and immunostained with anti-pRLC 
(phosphorylated regulatory myosin light chain) at Ser19 (pRLC (Ser19)) and anti-VE-cadherin 
antibodies. F-actin, pRLC (Ser19), VE-cadherin images, and the merged images are shown. (F) 
Lysates from the HUVECs transfected without (No siRNA) or with control siRNA or Rap1 
siRNA#1 for 3 d were subjected to Western blot analyses with anti-Rap1 and anti-β-actin antibodies. 
(G) HUVECs transfected with control siRNA or Rap1 siRNA#1 were stimulated with vehicle 
(Control), forskolin or 007, and stained similar to B. In A and G, the boxed areas are enlarged in the 
bottom right corner of each image. Arrowheads (E, G) and parentheses (E) indicate cell-cell 


















次に cAMP-Epac-Rap1 による CAB 形成に対する myosin II の関与を確かめるため、siRNA を
用いて myosin IIの発現抑制を行い検討した。上皮細胞において adherence junctionの形成に対
する関与が明らかにされているmyosin IIAおよび IIB(27)を構成するmyosin II重鎖A(MHC-IIA)、
B(MHC-IIB)の発現抑制を行なったところ、非刺激下における stress fiber の形成および forskolin
刺激による CAB 形成が阻害された(Fig. 4 A, B)。同様に、myosin II 特異的阻害剤である
blebbistatinによっても、非刺激下における stress fiberの形成に加え、forskolinおよび 007刺激に
よるCAB形成が阻害された(Fig. 4 C, D)。これらの結果から、Rap1は細胞間接着部位にてmyosin 
IIの活性化を惹起しCAB形成を促進することが分かった。加えて、myosin IIが stress fiberの形成
にも同様に寄与することが示唆された。 
Figure 4. Myosin II is required for Rap1-induced CAB formation. (A) Knockdown efficiency of 
two sets of siRNA mixtures for NM-IIA and NM-IIB (#1 and #2) was analyzed similar to Fig. 3 B. 
(B) HUVECs transfected with siRNA indicated at the left (control or two independent mixtures, #1 
and #2, of MHC-IIA and MHC-IIB) were stimulated with vehicle (Control) or forskolin, and stained 
with rhodamine-phalloidin. (C) HUVECs were pretreated without or with 20 M blebbistatin for 4 h, 
stimulated with vehicle, forskolin or 007 and stained similar to Fig. 3 A. (D) F-actin accumulated at 
cell-cell contacts observed in C was quantified. Values are expressed as a percentage relative to that 
in the blebbistatin-untreated cells stimulated with vehicle, and shown as mean ± s.e.m. from three 
independent experiments (n≧80). **p<0.01, significant difference between two groups. In B and C, 
the boxed areas are enlarged at the bottom of the original images (B), or in the bottom right corner of 











































































3-2. Rho-ROCKを介した myosin IIの活性化は stress fiberの形成に必須だが、CAB形成に 
は関与しない。 
  次に、cAMP-Epac-Rap1によるCAB形成時におけるmyosin IIの活性化機構の解明を試みた。
低分子量 G タンパク質 Rho のエフェクターである、調節軽鎖リン酸化酵素 ROCK(Rho-associated 
coiled-coil containing protein kinase)は、上皮細胞(27)および内皮細胞(28, 38)において adherence 
junctionの制御に関わることが報告されている。そこで、cAMP-Epac-Rap1による CAB形成に対す
るRho-ROCKシグナルの関与を、ROCK阻害薬であるY27632およびRho阻害薬であるC3 toxin
を用いて確かめた。その結果、Y27632およびC3 toxinにより非刺激下での stress fiberの消失が観
察された(Fig. 5 A-C)。一方で、forskolin刺激によるCAB上の調節軽鎖の Ser19のリン酸化および
CAB形成は、Y27632および C3 toxinによりほとんど阻害されなかった(Fig. 5 A-C)。これらの結果
から、Rho-ROCK-myosin II 経路は stress fiber の形成に必須であるものの、予想とは異なり
cAMP-Epac-Rap1による細胞間接着部位におけるmyosin IIの活性化とそれに引き続く CAB形成
にはほぼ関与しないことが分かった。 
 一方、Rho-ROCK-myosin II経路の阻害または Rap1の活性化により stress fiberの消失が観察
されることから、Rap1は Rho経路の抑制を介して stress fiberの消失を引き起こすと考えられた。そ
こで Rho活性を測定したところ、forskolin刺激または 007刺激によりRhoAの不活化が確認された
(Fig. 5 D-G)。これらの結果から、Rap1はRho-ROCK依存的なmyosin IIの活性化を抑制し内皮細
胞間接着の減弱に関わる stress fiber を消失させる一方、新たに ROCK 以外のキナーゼにより
myosin IIの活性化を惹起し CAB形成を促進することが示唆された。 
 
 
Figure 5. The Rho-ROCK-NM-II pathway is required for stress fiber formation, but not for 
CAB formation. (A) Monolayer-cultured HUVECs were treated without (Control) or with either 10 
μg/ml C3 toxin for 24 h or 50 μM Y27632 for 30 min, stimulated with vehicle (Control) or forskolin, 
and stained similar to Fig. 3 B. The boxed areas are enlarged in the bottom right corner of each 
image. Arrowheads and parentheses indicate cell-cell junctions and stress fibers, respectively. Scale 
bars, 20 m. (B, C) Quantitative relative expression values of pRLC at Ser19 (B) and F-actin (C) at 
cell-cell contacts to that in the control cells without forskolin stimulation observed in A are shown as 
mean ± s.e.m. from three independent experiments (n≧209). (D, E) GTP-bound form of RhoA 
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Control
Control Y27632 C3 toxin
FSKA
(GTP-RhoA) and total RhoA (RhoA) in the HUVECs stimulated with vehicle (Control) or forskolin 
for 20 min were analyzed. In E, values are expressed as a percentage relative to that in control cells, 
and shown as mean ± s.e.m. (n≧7). (F) HUVECs expressing Raichu-RhoA, a FRET-based RhoA 
activity-monitoring probe, were stimulated with vehicle or forskolin and subjected to time-lapse 
FRET imaging. The images were obtained every 2 min for 10 min before and 50 min after the 
stimulation. The normalized FRET/CFP ratio was calculated by dividing the FRET/CFP ratio in the 
cells stimulated with forskolin by those in the vehicle-treated cells at the corresponding time points. 
The drugs were added to the culture media at time 0 as indicated by arrow. Data are expressed as 
fold increase relative to that at time -6 min, and shown as mean ± s.e.m. of 10 independent 
experiments. (G) Raichu-RhoA-expressing HUVECs were stimulated with vehicle (Control) or 007, 
and subjected to time-lapse FRET imaging. The fold increase in FRET/CFP ratios approximately 15 
min after the stimulation were calculated and shown as mean ± s.e.m. (n≧89). In B, C, E, F and G, 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, significant difference between two groups. n.s., no significance 





3-3. MRCKを介して cAMP-Epac-Rap1は細胞間接着部位における myosin IIの活性化および
CAB形成を促進する  
引き続き、cAMP-Epac-Rap1によるCAB形成時におけるmyosin IIの活性化機構の解明を試み
た。myosin IIは調節軽鎖の Ser19の 1重リン酸化に加え Thr18/Ser19の 2重リン酸化を受けること
によっても活性化される。これまで調節軽鎖をリン酸化する酵素は ROCK 以外にもいくつか同定さ
れているが、リン酸化酵素の種類によって Ser19のみをリン酸化するか、あるいは Thr18/Ser19の 2
重リン酸化を惹起するかは異なる(21)。そこで cAMP-Epac-Rap1 による CAB 形成時における
myosin IIの活性化機構を解く手がかりを得るために、これまでの調節軽鎖のSer19のリン酸化に加
え、Thr18/Ser19の 2重リン酸化について調べた。その結果、stress fiber上では Ser19の１重リン酸
化および Thr18/Ser19の 2重リン酸化が観察されるものの、CAB上では Thr18/Ser19の二重リン酸
化はほとんど惹起されていなかった(Fig. 6 A)。この結果は、Thr18/Ser19の 2重リン酸化を惹起せ
ず Ser19の 1重リン酸化のみを惹起するリン酸化酵素が、cAMP-Epac-Rap1による CAB形成に関
与することを意味する。 
その候補として p21-activated kinases または MRCK(myotonic dystrophy kinase-related 
Cdc42-binding kinase)が挙げられる(39-41)。このうち p21-activated kinasesは内皮細胞バリアの減
弱に関与することが、これまでに報告されている(42-44)。一方、内皮細胞における MRCK の役割
に関する報告はないことから、次に MRCK に着目し解析を続けた。MRCK の関与を調べるため、
まずこれまで明らかにされていなかった内皮細胞における MRCK の発現の有無を調べた。
RT-PCR法を用いて、報告がある 3種類(α, β, γ)のアイソファームのうちMRCKおよびについて
解析を行った結果、解析したすべての内皮細胞(HUVEC、HMVEC、HAEC)において、MRCK
およびの発現が認められた(Fig. 6 B)。さらに HUVECにおいてMRCKおよびのタンパク質レ



















Figure 6. MRCK is required for Rap1-induced NM-II activation leading to CAB formation.  
(A) HUVECs were stimulated with vehicle (Control) or 007, and stained similar to Fig. 3 E. pRLC 
(Ser19) or ppRLC (Thr18/Ser19) images, F-actin images and the merged images (pRLC (Ser19) or 
ppRLC (Thr18/Ser19): green, F-actin: red) are shown. (B) Expression of MRCKα, MRCKβ and 
GAPDH mRNA in the endothelial cells (ECs) (human umbilical vein EC (HUVEC), human 
microvascular EC (HMVEC), human arterial EC (HAEC)) and in the non-ECs (HL60, U937, Jurkat, 
THP-1, A431, Huh-6, MDA-MB-231, LNM35, H460, Hela and 293T) was analyzed by RT-PCR 
analysis. (C) Lysates from the HUVECs transfected without (No siRNA) or with control siRNA or 
MRCK siRNA targeting both MRCK and MRCK for 2 d were subjected to Western blot analyses 
with anti-MRCK, anti-MRCK and anti-β-actin antibodies. (D) HUVECs transfected with control 
or MRCK siRNA were stimulated with vehicle (Control) or forskolin, and stained similar to Fig. 3 E. 
(E, F) Quantitative relative expression values of pRLC at Ser19 (E) and F-actin (F) at cell-cell 
contacts to that in control siRNA-transfected cells without forskolin stimulation observed in D were 
expressed as mean ± s.e.m. (n≧40). Similar results were obtained in three independent experiments. 
(G) HUVECs expressing either GFP or siRNA-insensitive MRCK-GFP were transfected with 
control or MRCK siRNA, stimulated with forskolin, and immunostained with anti-pRLC at Ser19 
(pRLC (Ser19)) antibody and stained with rhodamine-phalloidin (F-actin). pRLC (Ser19), F-actin 
and GFP images are shown. Note that GFP signal at cell-cell contacts between the cells expressing 
GFP is ascribed to the overlap of plasma membrane. (H, I) Quantitative relative expression value of 
pRLC at Ser19 (H) and F-actin (I) at cell-cell contacts to that in GFP-expressing and control 
siRNA-transfected cells without forskolin stimulation observed in G are as mean ± s.e.m. (n≧40). 
Similar results were obtained in three independent experiments. In A, D, and G, the boxed areas are 
enlarged in the bottom right corner of each image. Arrowheads (D, G) and parentheses (D) indicate 
cell-cell junctions and stress fibers, respectively. Scale bars, 20 m (A, D, G). *p<0.05, **p<0.01, 

























































































































































































































Figure 7. Rap1-dependent translocation of MRCK to cell-cell junctions is mediated by Cdc42.  
(A) HUVECs transfected with the plasmid encoding MRCKβ-GFP were stimulated with vehicle 
(Control) or forskolin. GFP (MRCKβ-GFP) and bright field (BF) images are shown. The boxed 
areas are enlarged on the right side of the original images. (B) HUVECs transfected with the plasmid 
encoding MRCKβ-GFP together with Rap1 siRNA#1 were stimulated with forskolin similar to A. 
(C) 293T cells were transfected with the plasmid encoding either MRCKβ-GFP or MRCKβ H1593/ 
1596A-GFP together with the vector expressing either FLAG-tagged wild type or constitutive active 
mutant of Cdc42 (Cdc42 WT and Cdc42 G12V), RhoA (RhoA WT and RhoA Q63L) and Rac1 
(Rac1 WT and Rac1 G12V) as indicated at the top. Immunoprecipitates (IP: FLAG) of cell lysates 
and aliquots of total cell lysates (TCL) were subjected to Western blot analyses with anti-GFP and 
anti-FLAG antibodies as indicated at the left. (D) HUVECs transfected with either control siRNA or 
Cdc42 siRNA for 48 h were subsequently transfected with the vector encoding MRCKβ-GFP for 24 
h, and stimulated with forskolin similar to A. The boxed areas are enlarged in the bottom right 
corner of each image. (E) HUVECs transfected with the plasmid encoding either MRCKβ-GFP or 
MRCKβ H1593/1596A-GFP were stimulated with 007 similar to A. In A, B, D and E, arrowheads  



























































































GFP-N-WASP WTが細胞間接着部位に蓄積する様子が観察された(Fig. 8 A)。一方、Cdc42との
結合を阻害したN-WASP変異体であるGFP-N-WASP H211Dでは007刺激を行っても細胞間接着





へ移行することが分かった(Fig. 8 B, C)。加えて、mCherryを融合したCdc42も細胞間接着部位に
移行しMRCK WT-GFPと共局在した(Fig. 8 D)。次に、Cdc42の活性変化を可視化できるFRETバ
イオセンサーRaichuEV-Cdc42を用いて、Cdc42の活性化部位を解析した。その結果、forskolinお
よび007刺激により細胞間接着部位を含む細胞辺縁部においてCdc42が活性化されることが分か








Figure 8. Rap1 induces accumulation of active Cdc42 at cell-cell junctions. (A) HUVECs 
transfected either with the N-WASP-expressing plasmids indicated at the left; GFP-tagged CRIB 
domain of N-WASP (GFP-N-WASP) or the mutant lacking Cdc42 binding site (GFP-N-WASP 
H211D) were stimulated with 007. The cells transfected with the plasmid encoding GFP-N-WASP 
together with Rap1 siRNA#1 were also stimulated with 007 (lower two rows). GFP and bright field 
(BF) images acquired before and 20 min after the stimulation are shown. (B) HUVECs transfected 
with either control siRNA or Cdc42 siRNA#3 were stimulated with vehicle (Control) or forskolin 
and immunostained with anti-Cdc42 and anti-VE-cadherin antibodies. Images of Cdc42 and 
VE-cadherin and the merged images (Cdc42: red, VE-cadherin: green) are shown. (C) HUVECs 
transfected with the plasmid expressing FLAG-Cdc42 were stimulated with either vehicle (Control) 
or forskolin and immunostained with anti-FLAG antibody. FLAG-Cdc42 and bright field (BF) 
images are shown. (D) HUVECs cotransfected with the plasmid encoding mCherry-Cdc42 and that 
encoding MRCKβ-GFP were stimulated with forskolin. mCherry (mCherry-Cdc42) and GFP 
(MRCKβ-GFP) images, the merged images (mCherry: red, GFP: green) and the bright field (BF) 





















































































































































































activity-monitoring probe, were stimulated with vehicle (Control), forskolin or 007 and subjected to 
time-lapse FRET imaging. The images were obtained every 2 min for 16 min before and 50 min 
after the stimulation. Representative ratio images of FRET/CFP at the indicated time points are 
shown in the intensity-modulated display mode (IMD). The upper and lower limits of the ratio image 
with IMD are indicated on the right. The boxed areas in the images acquired before and after the 
stimulation are enlarged on the left and right sides of the original images, respectively. (F) The fold 
increase of the FRET/CFP ratio observed in E was calculated by dividing the FRET/CFP ratio in the 
cells stimulated with either forskolin (red line) or 007 (blue line) by those in the vehicle-treated cells 
at the corresponding time points. The drugs were added to the culture media at time 0 as indicated by 
arrow. Data are expressed as fold increase relative to that at time 0, and shown as mean ± s.e.m. of 
seven independent experiments. Significant differences between the value at 0 min and that at 8 min 
after the stimulation are indicated as *p < 0.05. The boxed areas are enlarged on the right side of the 
original images (A) or in the bottom right corner of each image (B, C, D). In A, B, C and E,  




























害された(Fig. 9 A, B)。またCdc42の発現抑制によるCAB形成の阻害効果は、siRNAにより発現抑
制を受けないCdc42をコードするプラスミドを導入することによりレスキューされた(Fig. 9 C)。異なる
配列を認識するさらに2種類のCdc42に対するsiRNA(Fig. 9 A, D)またはCdc42の優性劣性変異体
























































































































































Figure 9. Cdc42 is required for Rap1-induced activation of myosin II and formation of CAB at 
cell-cell junctions. (A) HUVECs were transfected with control siRNA or Cdc42 siRNA (#1, #2 or 
#3) for 3 d, and subjected to Western blot analysis with anti-Cdc42 and anti--actin antibodies. (B) 
HUVECs transfected with either control siRNA or Cdc42 siRNA#3 were stimulated with vehicle 
(Control), forskolin, or 007, and immunostained with anti-pRLC at Ser19 (pRLC (Ser19)) antibody 
and stained with rhodamine-phalloidin (F-actin). pRLC (Ser19) and F-actin images, the merged 
images (F-actin: red, pRLC (Ser19): green), and the bright field images (BF) are shown. (C) 
HUVECs expressing either GFP or siRNA-insensitive GFP-Cdc42 were transfected with control 
siRNA or Cdc42 siRNA#3. The next day, the cells were replated at confluent density on 
collagen-coated glass base dish, starved in 0.5% BSA-containing medium 199, and stimulated with 
FSK. The cells were then stained with rhodamine-phalloidin (F-actin). F-actin (red) and GFP (green) 
images and the merged images are shown. (D) HUVECs transfected with control siRNA or Cdc42 
siRNA (#1 or #2) were stimulated with vehicle (Control) or FSK, and stained with rhodamine- 
phalloidin (F-actin). F-actin and bright field (BF) images are shown. (E) HUVECs were transfected 
with the plasmid encoding either Cdc42 WT-IRES-Express Red fused to nuclear localization signal 
(ERed-NLS) or Cdc42 T17N-IRES-ERed-NLS, stimulated with FSK, and stained with 
rhodamine-phalloidin (F-actin) and immunostained with anti-VE-cadherin antibody. F-actin and 
VE-cadherin images and the merged images (F-actin: red, VE-cadherin: green, ERed-NLS: blue) are 
shown. (F) HUVECs expressing GFP, siRNA-insensitive MRCK-GFP or siRNA-insensitive 
MRCK H1593/1596A-GFP were transfected with either control siRNA or MRCK siRNA, 
stimulated with forskolin, and stained similar to Fig. 6 G. In C, E and F, the boxed areas are enlarged 
in the bottom right corner of each image. In C, E and F, arrowheads indicate cell-cell junctions. 























在化が観察された(Fig. 10 A, B)。さらに、Rap1の発現抑制によりforskolinによるFGD5の細胞間接
着部位への局在化が阻害されたことから、Rap1はFGD5を介して細胞間接着部位におけるCdc42
の活性化を惹起すると予想した。この仮説を確かめるためsiRNAによるFGD5の発現抑制を行った


















Figure 10. FGD5 is required for Rap1-induced CAB formation via activation of Cdc42 at cell- 
cell junctions. (A) HUVECs transfected with control siRNA or Rap1 siRNA#1 were stimulated with 
vehicle (Control) or forskolin, and immunostained with anti-FGD5 and anti-VE-cadherin antibodies. 
(B) Quantitative relative expression values of FGD5 at cell-cell contacts to that in control siRNA- 
transfected cells stimulated with vehicle observed in A are shown as mean ± s.e.m. from three 
independent experiments (n≧80). (C) HUVECs were transfected without (No siRNA) or with 
control siRNA or FGD5 siRNA#1 for 3 d, and subjected to Western blot analysis with anti-FGD5 
and anti--actin antibodies. (D) RaichuEV-Cdc42-expressing HUVECs transfected with control 
siRNA or FGD5 siRNA#1 were stimulated with vehicle (Control) or forskolin, and subjected to 
time-lapse FRET imaging similar to Fig. 8 E. The fold increase in FRET/CFP ratios 10 min after the 
stimulation were calculated similar to Fig. 8 F and shown as mean ± s.e.m. from four independent 
experiments (n≧36). (E) HUVECs transfected with either control siRNA or FGD5 siRNA#1 for 48 
h were subsequently transfected with the plasmid encoding GFP-N-WASP for 24 h, stimulated with 
vehicle (Control) or forskolin, and stained with rhodamine-phalloidin (F-actin). GFP (GFP-N- 
WASP), F-actin and bright field (BF) images are shown. (F) HUVECs transfected with either control 
siRNA or FGD5 siRNA#1 were stimulated with vehicle, forskolin or 007 and stained similar to Fig. 
3 E. (G) HUVECs expressing either GFP or siRNA-insensitive GFP-FGD5 were transfected with 
control siRNA or FGD5 siRNA#1, stimulated with forskolin, and stained with rhodamine-phalloidin 
(F-actin). F-actin and GFP images and the merged images (F-actin: red, GFP: green) are shown. In A, 
E and G, the boxed areas are enlarged in the bottom right corner of each image. In E and G, 
arrowheads indicate cell-cell junctions. In B and D, *p<0.05, ***p<0.001, significant difference  



























































































































































Rap1 による VE-cadherin 接着の安定化に対する MRCK の関与を、蛍光タンパク質を付加した分
子の流動性を評価できる光退色後蛍光回復法を用いて検討した。具体的には HUVEC に
VE-cadherin の C 末端に GFP を融合した VE-cadherin-GFP を導入し、細胞間接着部位における
VE-cadherin-GFP の光退色後の回復を観察することにより VE-cadherin分子の細胞間接着部位で
の流動性を調べた。その結果、forskolin 刺激による VE-cadherin の流動性の低下(安定化)が、
MRCK の発現抑制により阻害された(Fig. 11 A-C)。従って、これまでの結果と合わせ Rap1 は
MRCKを介して CAB形成を促進することで VE-cadherin接着を亢進させることが示唆された。 
最後に cAMP-Epac-Rap1によるバリア機能の上昇に対する、FGD5-Cdc42-MRCK-myosin IIシ
グナルの重要性を調べた。そのため、細胞-細胞間接着に起因した電気抵抗を測定することにより
バリア機能を評価できる装置 ECIS-zθ を使用し検討した。Forskolin および 007刺激により細胞-細
胞間接着に起因した電気抵抗値 Rb が上昇したものの、これら反応は siRNA による Rap1 の発現
抑制またはアクチン重合阻害薬である latrunculin A による CAB 形成阻害により抑制された(未公
表)。この結果は、確かに cAMP-Epac-Rap1は CAB形成を介して血管内皮細胞のバリア機能を亢
進することを示している。さらに、blebbistatinによる myosin IIの阻害または siRNAによるMRCK、
Cdc42、FGD5 の発現抑制により forskolin および 007 刺激による電気抵抗値 Rb の上昇が抑制さ
れた(Fig. 11 D-G)。ECIS-zθを用いた検討に加え、HUVECsの細胞間隙を通過する蛍光標識した
デキストラン量を指標に血管透過性を調べたところ、forskolin 刺激による血管透過性の低下は








Figure 11. The FGD5-Cdc42-MRCK-NM-II pathway is essential for Rap1-induced 
potentiation of EC barrier function. (A) VE-cadherin-GFP-expressing HUVECs transfected with 
control or MRCK siRNA were stimulated with vehicle (Control) or forskolin and subjected to 
fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) analysis. Representative GFP images before and 
at the indicated time points after photobleaching (at 0 min) are shown. The photobleached regions 
are boxed and enlarged beneath the original images. Scale bars, 10 mm. (B) Quantitative analysis of 
FRAP experiments in A. A plot of relative fluorescence intensity of VE-cadherin-GFP to that of 
pre-photobleaching in control siRNA-transfected cells stimulated with vehicle (black) or forskolin 
(red) or in MRCK siRNA-transfected cells stimulated with vehicle (green) or forskolin (blue) is 
shown as mean ± s.e.m. (n≧6) (C) The mobile fractions of VE-cadherin-GFP calculated from the 
fluorescence recovery curves observed in B are shown (n≧6). (D-G) The junctional resistance 
between the adjacent cells (Rb) was measured using ESIC system as described in the Materials and 
methods. Relative Rb values to the matched control at 30 min after the stimulation are shown (n≧3). 
In D, confluent HUVECs cultured for overnight were stimulated with either vehicle, forskolin or 007 
in the absence or presence of blebbistatin. The control value is that in blebbistatin-untreated cells 
stimulated with vehicle. In E, F and G, HUVECs transfected with control siRNA or either MRCK 
(E), Cdc42#3 (F) or FGD5#2 siRNA (G) were stimulated with vehicle, forskolin or 007. The control 
values are those in the control siRNA-transfected cells stimulated with vehicle. (H) EC permeability 
in the monolayer-cultured HUVECs stimulated with vehicle or forskolin in the absence or presence 
of blebbistatin was analyzed. Relative permeability of each group of the cells compared to that in 
blebbistatin-untreated cells stimulated with vehicle is shown (n=3). (I) EC permeability in control 
siRNA- or MRCK siRNA-transfected HUVECs stimulated with vehicle or forskolin was analyzed. 
Relative permeability of each group of the cells compared to that in control siRNA-transfected cells 
stimulated with vehicle is shown (n=3). In C-I, bars and circles indicate averages and individual data 
points, respectively. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, significant difference between two groups. n.s., 









御機構の解明に迫った。その結果 Rap1 は Rho を不活化することにより細胞質に局在し内皮細胞
間接着の減弱に寄与する stress fiberを消失させる。さらに、Rap1は FGD5を介してCdc42-MRCK
シグナルを細胞間接着部位にて活性化させることにより、内皮細胞間接着の増強に寄与する CAB










は occludin や claudin5 のリン酸化を介して血液脳関門のバリア機能を減弱させる(49)。また
histamineをはじめとした炎症性刺激も Rho-ROCK経路を活性化し、アクトミオシンを介した細胞収
縮によりバリアの減弱を引き起こす(46, 48)。一方で、今回我々は定常状態でのRap1によるRhoの
抑制を見出したが、Rap1 はこのような炎症性刺激による Rho の活性化も抑制しバリアの減弱を抑






C3 toxinにより Rho を阻害すると、バリアの増強は見られず、むしろバリアの減弱が引き起こされる
(30)。従って、Rap1 によるバリアの増強には Rho の抑制だけでは不十分であり、同時に
Cdc42-MRCK-myosin II経路を活性化し CAB形成を促進することが重要であると考えられる。 
CAB形成および内皮細胞バリアの制御に対するMRCKの関与は本研究によって初めて明らか
になった。ROCKおよびMRCKはともに myosin IIを標的としているものの内皮細胞では異なるア
クチン繊維の形成を制御し、ROCK-myosin II経路は stress fiberの形成に寄与し、MRCK-myosin 










た。今回は myosin II の調節に焦点を当て解析を行った結果、MRCK が Cdc42 の下流で働き
myosin II を活性化することにより CAB 形成を促進することを突き止めた。加えて、我々は Cdc42
の下流で働き CAB 形成に関与するアクチン重合因子も見出した(未発表)ことから、Rap1 による




























間接着は Rho ファミリー低分子量 G タンパク質である Rho および Cdc42 活性のバランスによって
調節され、Rho-ROCK-myosin II経路が優位になると stress fiberの発達を介して内皮細胞間接着
が減弱する一方、Cdc42-MRCK-myosin II経路が優位になると CABが発達し内皮細胞間接着が
















































Weak adhesion Strong adhesion
 
 
Figure 12. Schematic representation of the model that accounts for how Rap1 potentiates EC 
junctions. In the ECs that establish weak cell-cell adhesions, the Rho-ROCK-myosin II pathway 
induces formation of stress fiber connecting to punctate AJs. Once activated, Rap1 induces 
disruption of stress fiber through inhibition of the Rho-ROCK-myosin II pathway and formation of 
CAB supporting linear AJs through activation of the Cdc42-MRCK-myosin II pathway, thereby 
potentiating EC junctions. Thus, Rap1 tunes the NM-II activity by regulating two Rho family 
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